
jyr^r weltorganisation for geistiges eigentum 

X v^JI Internationales Buro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG LIBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCX) 



(51) Internationale Patentklassifikation 5 : 

G01N 27/327, 27/40, C12M 1/40 
C12Q 1/00 



Al 



(11) Internationale Veroffentlichungsnummer: WO 94/10560 

11. Mai 1994(11.05.94) 



(43) Internationales 

Veroffentlichungsdahim : 



(21) Internationales Aktenzeichen : PCT/ AT93/00168 

(22) Internationales Anmeldedatum : 29. Oktober 1993 (29.10.93) 



(30)Prioritatsdaten: 

A 2142/92 29. Oktober 1992 (29.10.92) AT 



(71X72) AnmelderundErfinder: URBAN, Gerald [AT/ AT); 
Rembrandtstrasse 19, A- 1020 Wien (AT). JOBST, Ger- 
hard [AT/ AT]; Talstrasse 122, A-3491 Strass (AT). JA- 
CHIMOWICZ, Artur [AT/ AT]; Markomannenstrasse 
18/4/8, A-1220 Wien (AT). SVASEK, Peter [AT/ AT); 
Hafengasse 1/3, A-1030 Wien (AT). RAKOHL, Man- 
fred [AT/ AT|; Breitenfurterstrasse 453, A- 1238 Wien 
(AT). 

(74)Anwalte: KRETSCHMER, Adolf usw. ; Schottengasse 3a, 
A-1014 Wen (AT). 



(81) Bestimmungsstaaten: JP, US, europaisches Patent (AT, BE, 
CH, DE, DK, ES, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, 
PT, SE). 

Veroffentlicht 

Mit internationalem Recherchenbericht. 



(54) Title: SENSOR FOR DETECTING BIOLOGICALLY DECOMPOSABLE SUBSTANCES 



(54)Bezeichnung: SENSOR ZUR ERFASSUNG VON BIOLOGISCH UMSETZBAREN SUBSTANZEN 
(57) Abstract 



A sensor which detects biologically, in particular enzymatically, decomposable substances in a biological substrate by 
means of an electrode (2) and at least one membrane which covers the electrode (2), has at least three membranes (3, 4, 5, 6), of 
which at least two contain each at least one enzyme for reacting with the biological substance to be determined and/or a reactant 
for a reaction product of the enzymatic reaction. At least one additional membrane (3, 5) sets the distance between said mem- 
branes (4, 6) and/or is arranged as a permselective membrane. 



(57) Zusammenfassung 

Bei einem Sensor zur Erfassung von biologisch, insbesondere enzymatisch, umsetzbaren Substanzen eines biologischen 
Substrates mit einer Elektrode (2) und wenigstens einer die Elektrode (2) abdeckenden Membran, sind wenigstens drei Membra- 
nen (3, 4, 5, 6) vorgesehen, von welchen wenigstens zwei jeweils wenigstens ein Enzym fur die Umsetzung der zu bestimmenden 
biologischen Substanz und/oder einen Reaktanten fur ein Umsetzungsprodukt der enzymatischen Umsetzung enthalten, wobei 
wenigstens eine weitere Membran (3, 5) fur die Einstellung eines Abstandes zwischen den vorgenannten Membranen (4, 6) und/ 
oder als permselektive Membran angeordnet ist. 
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Sensor air Erfassuna von hioloaisch nmsetzbaren Substanzen 

r" 

Die Erfindung bezieht sich auf einen Sensor zur Erfassung von 
biologisch, insbesondere enzymatisch, umsetzbaren Substanzen 
eines biologischen Substrates mit einer Elektrode und 
wenigstens einer die Elektrode abdeckenden Membran. 

Sensoren der eingangs genannten Art sind beispielsweise als 
Glucosesensoren bereits vorgeschlagen worden. Eine besonders 
geeignete Art der Bestimmung von Glucose ist hiebei die enzy- 
matische Umsetzung der Glucose mit Glucoseoxidase, bei welcher 
unter Verbrauch von Sauerstoff Gluconolacton und Wasserstoff- 
peroxid gebildet wird. Das auf diese Weise gebildete Wasser-«- 
stoffperoxid lafit sich an einer Anode unter Ableitung von 
15 Elektronen zu Sauerstoff rttckbilden, wobei der Anodenstrom 
gemessen werden kann und als MaS ftlr die durch die Glucose- 
oxidase umgesetzte Glucose angesehen werden kann. Analog sind 
andere biologische bzw. enzymatische Umsetzungen denkbar, bei 
welchen das enzymatische Iftnsetzungsprodukt zur Gewinnung eines 
20 entsprechenden Signals an einer Elektrode herangezogen werden 
kann. 

Wenn ein derartiger Sensor, welcher prinzipiell in vivo Oder 
in vitro verwendbar sein soil, in vivo Verwendung findet, muS 

25 naturgemaS dafdr Sorge getragen werden, daS kritische Um- 
setzungsprodukte, wie beispielsweise Wasserstof fperoxid, nicht 
in das Substrat bzw. Mefimedium gelangen, sondern tatsachlich 
an der Elektrode unter Elektronenabgabe zersetzt werden 
konnen. Urn in solchen Fallen sicherzustellen, dafi eine Rttck- 

30 diffusion von H2O2 in das biologische Substrat ausgeschlossen 
werden kann, wurde bereits eine zusatzliche, Katalase 
enthaltende Membran vorgeschlagen. Gleichfalls bekannt sind 
Multienzymmembranen far komplexe Umsetzungen. 



35 



Die Erfindung zielt nun darauf ab, einen Sensor der eingangs 
genannten Art dahingehend weiterzubilden, dafi bei hohen Me£- 
signalen und guter Linear itat aber einen groSen Konzentrati- 
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onsbereich auch uber die zu erwartende Lebensdauer der Enzym- 
membranen weitestgehend konstante und reproduzierbare MeSer- 
gebnisse erzielt werden konnen. 

Zur Losung dieser Aufgabe ist der erfindungsgemafce Sensor im 
wesentlichen dadurch gekennzeichnet, daS wenigstens drei Mem- 
branen vorgesehen sind, von welchen wenigstens zwei jeweils 
wenigstens ein Enzym far die Umsetzung der zu bestimmenden 
biologischen Substanz und/oder einen Reaktanten fur ein um- 
setzungsprodukt der enzymatischen Umsetzung enthalten und daS 
wenigstens eine weitere Membran fur die Einstellung eines 
Abstandes zwischen den vorgenannten Membranen und/oder als 
pennselektive Membran angeordnet ist. Dadurch, dafi zwei von- 
einander getrennte Membranen vorgesehen sind, welche jeweils 
wenigstens ein Enzym fQr die Umsetzung der zu bestimmenden 
biologischen Sustanz bzw. einen Reaktanten fur ein Umsetzungs- 
produkt der enzymatischen Umsetzung enthalt, wird es moglich. 
die Umsetzung bei Verwendung bekannter permselektiver Mem- 
branen so zu steuern, dafi eine Ruckdiffusion in das Substrat 
verhindert werden kann und dafi gleichzeitig eine hohe 
Empfindlichkeit erreicht wird. Insbesondere dann, wenn 
beispielsweise in der zweiten Membran ein Reaktant fur das 
Umsetzungsprodukt der enzymatischen Umsetzung vorgesehen ist, 
wird es raoglich, das Reaktionsprodukt eines derartigen Reak- 
25 tanten mit dem Umsetzungsprodukt der enzymatischen Reaktion zu 
speichem und auf diese Weise ein akkumuliertes Signal nach 
bestimmten Zeitintervallen zu gewinnen. Bei Verwendung von je- 
weils voneinander verschiedenen Enzymen in voneinander ge- 
trennten Membranen wird es mOglich, in einer Membran die ge- 
wunschte enzymatische Umsetzung zur Bildung des die Messung an 
der Elektrode ermOglichenden Umsetzungsproduktes und in der 
zweiten Membran eine Reaktion durchzufuhren, welche eine Ruck- 
diffusion des Umsetzungsproduktes ohne Zersetzung desselben in 
das umgebende Substrat gleichfalls verhindert. Dadurch, daS 
35 nun wenigstens eine weitere Membran fur die Einstellung eines 
Abstandes zwischen den vorgenannten Membranen oder als 
pennselektive Oder semipermeable Membran angeordnet ist, wird 
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die MGglichkeit geschaffen, die Erapfindlichkeit wesentlich zu 
steigern und gleichzeitig die MeSwerte zu linearisieren und 
aber die Zeit ohne Nachkalibrierung vergleichbare MeEergeb- 
nisse zu erhalten. Insbesondere dann, wenn als Enzym eine 
Oxidase Oder Peroxidase, insbesondere Glucoseoxidase oder 
Lactatoxidase, eingesetzt wird, und weiters, wie es einer 
bevorzugten Weiterbildung entspricht, eine Katalase enthal- 
tende Membran in grCfierera Abstand von der Elektrode angeordnet 
ist als eine Oxidase enthaltende Membran, ergibt sich durch 

10 die Einstellbarkeit dieses Abstandes zwischen den beiden Mem- 
branen die M&glichkeit, das erhaltliche Signal zu optimieren 
und sicherzustellen, daS der grGSere Teil des gebildeten 
wasserstoffperoxides tatsachlich an der Anode zu Sauerstoff 
rtickgebildet wird undnicht etwa unmittelbar den Rttckweg Ober 

lo die Katalase enthaltende Membran unter Zersetzung des 
Wasserstoffperoxides zu Wasser und Sauerstoff nimmt. Die 
Umsetzung an der Anode fohrt bei Zersetzung eines Molekules 
von Wasserstof fperoxid zu einem Molekal Sauerstoff, wohingegen 
die Katalasereaktion bei zwei Molekaien Wasserstof fperoxid 

20 lediglich ein Molekial Sauerstoff in das umgebende Substrat 
racktreten lafit. Wenn somit die Glucoseoxidase ebenso wie 
beispielsweise eine Lactatoxidase jeweils unter Verbrauch ei- 
nes Molekules Sauerstoff ein Molekal Wasserstof fperoxid bil- 
det, warde der Umstand, daS ein grGSerer Teil des umgesetzten 

25 Wasserstoffperoxides unter Einwirkung der Katalase direkt 
ruckgewandelt wird, zu einer Abreicherung von Sauerstoff in 
der Umgebung fahren und gleichzeitig naturgemafi zu einer 
wesentlichen Verringerung des Nutzsignales an der Anode, oder 
einer Verringerung des linearen Mefibereiches. Durch die Ein- 

3Q stellung des Abstandes zwischen den beiden Membranen last sich 
somit ein grGfieres Signal messen und es wird gleichzeitig eine 
verbesserte und vergleichmafiigte Umsetzung in der die Oxidase 
enthaltenden Membran sichergestellt . Diese verbesserte Um- 
setzung bleibt auch dann voll erhalten, wenn bereits Teilbe- 

35 reiche der Oxidase enthaltenden Membran als verbraucht zu be- 
zeichnen sind, da immer noch hinreichend Zeit far den Durch- 
tritt des Wasserstoffperoxides zur Elektrode verbleibt und die 
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jeweils far die Rackdif fusion und die far die Omsetzung mit 
der Katalase zur verfugung stehende Zeit im wesentlichen un- 
verandert bleibt. Wenn zusatzlich, wie erfindungsgemafi vorg'e- 
schlagen, eine permselektive Membran Verwendung findet, lafit 
sich sicherstellen, dafi zum einen lediglich die gewunschten 
Umsetzungsprodukte, wie beispielsweise H2O2, bis zur Elektrode 
gelangen, so dafi eine Vergiftung der Elektrode vermieden wer- 
den kann. Weiters lafit sich durch Verwendung derar tiger perm- 
selektiver Membrane naturgemafi auch der Durchtritt von hoher- 
molekularen Inhibitoren far die enzymatische Reaktion verhin- 
dern. 

Eine besonders stabile und hohe Empfindlichkeit lafit sich er- 
findungsgemafi dadurch erreichen, dafi die den Abstand zwischen 
den Enzyme enthaltenden Merabranen bestimmende weitere Membran 
etwa 5 bis 250 vorzugsweise 50 bis 150 %, der Starke der 
naher der Elektrode gelegenen, ein Enzym tragenden Membran be- 
tragt. 

Um sicherzustellen, dafi an die Elektrode selbst lediglich die 
gewunschten Umsetzungsprodukte gelangen, ist die Ausbildung 
mit Vorteil so getrof fen, dafi die Elektrode von einer semiper- 
meablen Membrane mit einer Ausschlufigrenze zwischen 50 und 150 
Dalton abgedeckt ist. 



Far einen ungestOrten und sicheren Betrieb des Sensors aber 
lange Zeitraume kOnnen besonders bevorzugte Materialien far 
die einzelnen Membranen eingesetzt werden. Mit Vorteil ist 
beispielsweise die Ausbildung so getroffen, dafi die den 

30 Abstand zwischen den Enzyme .tragenden Membranen bestimmende 
Membran aus Hydrogelen besteht, wobei weiters vorzugsweise die 
Enzyme tragenden Membranen aus radikalisch vernetzten Poly- 
meren, insbesondere aus photovernetzten Polymeren bestehen. 
Insbesondere die Verwendung von radikalisch vernetzten Poly- 

3 5 meren als Matrix fur die Enzyme tragende Membranen hat hiebei 
den Vorzug, dafi die Enzyme bei ihrem Eiatoau in die Membranen 
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besonders geschont werden und ihre hohe Aktivitat ungehindert 
beibehalten. 

Eine Verbesserung der Stabilitat des Signals sowie eine grG- 
fiere Unabhangigkeit des Signals von der Sauerstof fkonzen- 
tration im MeSmedium last sich durch die AusfOhrung der den 
Abstand zwischen den beiden Enzymmembranen herstellenden Mem- 
bran aus einem zwar for Gase, wie z.B* Sauerstof f , permeablen, 
far die umzusetzende Substanz, insbesondere Glucose aber 
impermeablen Material, vorzugsweise Polys iloxanen, erreichen, 
wobei eine derartige Membran far den Durchtritt von Glucose 
Of fnungen aufweisen raufi, die vorzugsweise grOBer als die Dicke 
der darunterliegenden Membran sind. In derartige Of fnungen 
kann eine sowohl far Sauerstof f als auch z.B. Glucose perme- 
15 able Membran eingesetzt sein. 

Eine Verbesserung der Stabilitat der Enzyme in der Herstellung 
der Membranen laSt sich dadurch erreichen, dafi die Enzyme mit 
polymeren Substanzen, wie z.B. Polyethylenglykol, in einer 
20 Membranvorstuf e gelGst bzw. dispergiert werden und in dieser 
Form bei der Herstellung der Membran eingesetzt werden. 

Urn, wie bereits eingangs erwahnt, auch bei Oberaus geringen 
Signalen reproduzierbare Mefiwerte zu erlangen, kann es vor- 

25 teilhaft sein, das Umsetzungsprodukt der enzymatischen Reak- 
tion, beispielsweise aber eine nachgeschaltete Reaktion mit 
einem Reaktanten zwischenzuspeichern und nur nach gewissen 
Zeitabstanden eine Messung vorzunehmen. Mit Vorteil ist die 
Ausbildung far diese Zwecke so getroffen, da£ zwischen einer 

30 ein Enzym enthaltenden Membran und der Elektrode wenigstens 
eine einen Reaktanten far ein enzymatisches Umsetzungsprodukte 
enthaltende Membran angeordnet ist, wobei die Reaktion zwi- 
schen den genannten Reakanten und dem enzymatischen Umset- 
zungsprodukt elektrisch reversierbar sein mufi. 

35 

Insbesondere zur Messung von Glucose ist mit Vorteil die 
Ausbildung so getroffen r daiS die Elektrode zur anodischen Urn- 
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setzung von H2O2 in 02 unter Ableitung von Elektronen ausge- 
bildet ist, wobei als geeignete Materialien fur eine derartige 
Elektrode Edelmetall, insbesondere Platin vorteilhaft sind. 
Die Arbeitselektroden konnen hiebei gegenuber einer Referenz- 
elektrode polarisiert sein, wobei als Referenzelektrode bei- 
spielsweise eine Silber-silberchlorid-Elektrode zum Einsatz 
gelangen kann. 

Um sicherzustellen, dafi beispielsweise bei Verwendung von zwei 
Enzymen enthaltenden Membranen, bei welchen die aufiere Membran 
Katalase enthalt, tatsachlich die gewQnschten Reaktanten in 
die innenliegende Membrane eintreten konnen, um auf diese Wei- 
se beispielsweise die Umsetzung einer Glucose mit Glucoseoxi- 
dase zu gewahrleisten und andererseits sicherzustellen, dafi in 
der au&enliegenden Membran zumindest gegebenenfalls ruck- 
diffundierendes Wasserstof fperoxid enzymatisch zersetzt werden 
kann, ist die Ausbildung bevorzugt so getroffen, dafi die 
aufienliegende. Enzyme, insbesondere Katalase, enthaltende 
Membran fur die hohermolekularen Umsetzungsprodukte einer 
innenliegenden, Enzyme tragenden Membran, insbesondere Gluco- 
nolacton oder Pyruvat, permeabel ist. 

Die Erfindung wird nachfolgend an Hand von in der Zeichnung 
schematisch dargestellten Ausfahrungsbeispielen naher erlau- 
tert. in dieser zeigen Fig.l einen Schnitt durch eine erste 
Ausfuhrungsform eines erfindungsgemaSen Sensors; Fig. 2 eine 
schematische Darstellung der einzelnen Schichten des in Fig.l 
dargestellten Sensors, wobei die wesentlichsten Umset- 
zungsreaktionen angedeutet sind; Fig. 3 in einer zu Fig.l ahn- 
30 lichen Darstellung einen Schnitt durch eine abgewandelte Aus- 
fuhrungsform eines erfindungsgemafien Sensors; Fig. 4 einen 
Schnitt durch eine insbesondere als Immunosensor geeignete 
Ausbildung eines erfindungsgemafien Sensors und Fig. 5 einen 
Schnitt durch eine abgewandelte Ausbildung eines Sensors . 

35 

Bei dem in den Fig.l. und 2 dargestellten Sensor ist auf einem 
Substrat 1 eine beispielsweise aus Platin bestehende Arbeits- 



10 



15 



20 



WO 94/10560 



- 7 - 



PCT/AT93/00168 



elektrode 2 angeordnet. Der Arbeitselektrode 2 unmittelbar 
benachbart ist eine semipermeable Membran 3, an welche eine 
ein Enzym, beispielsweise Glucoseoxidase oder Lactatoxidase 
enthaltende Membran 4 anschliefit. An diese Membran 4 schliefit 
eine weitere Membran 5 an, welche den Abstand zwischen der er- 
sten, ein Enzym enthaltenden Membran 4 und einer zweiten ein 
weiteres Enzym, beispielsweise Katalase, enthaltenden Membran 
6 zu vergrOEern bestimmt ist* In Fig.l sind weiters Iso- 
lierungen, beispielsweise aus einem Polyimid 7 angedeutet. 

10 

Die wesentlichen in dem Sensor gemafi Fig.l und 2 ablaufenden 
Reaktionen sind folgende: 

Glucose + 02 GQD > Gluconolacton + H2O2 

15 Lac tat + 02 LQD > Pyruvat + H2O2 

H 2 02 Anode ^ 2H+ + 2e~ + 02 

2H202 Katalase ^ 2 H20 + 02 

2 q GOD . . . Glucoseoxidase 
LOD . . . Lactatoxidase 



Bei der Bestimmung von Glucose im Blut erfolgt in der Glucose- 
oxidase enthaltenden Membran 4 eine Umsetzung der Glucose mit 
Sauerstoff in Gluconolacton + Wasserstof fperoxid, w&hrend bei 
der Bestimmung von Lactat bei Einsatz von Lactatoxidase in der 
Membran 4 eine Umsetzung in Pyruvat und Wasserstof fperoxid er- 
folgt. Das Wasserstof fperoxid gelangt durch die semipermeable 
Membran 3 an die beispielsweise von Plat in gebildete Anode, 
wobei an dieser Elektrode 2 eine Umsetzung des Wasserstof fper- 
oxid erfolgt und der durch die f reigesetzten Elektronen be- 
wirkte Strom zu einem Mefisignal verarbeitet werden kann. 

Urn bei der Anwendung des Sensors in vivo zu verhindern, dafi 
das das Mefisignal liefernde Wasserstof fperoxid wiederum in die 
Blutbahn gelangt ist die aufienliegende, beispielsweise Kata- 



WO 94/10560 



- 8 - 



PCT/AT93/00168 



10 



15 



20 



lase enthaltende Membran 6 vorgesehen, in welcher eine Umset- 
zung von Wasserstof fperoxid in Wasser und Sauerstoff erfolgt. 

Um das Mefisignal und dessen Stabilitat zu verbessern ist wel- 
ters eine zusatzliche Membran 5 vorgesehen, welche die Diffu- 
sion des in. der Membran 4 gebildeten Wasserstof fperoxid in die 
Katalase enthaltende Membran 6 verzogert, so dafi relativ gese- 
hen mehr Wasserstof fperoxidmolekule zur Arbeitselektrode ge- 
langen als derartige Molekule in der Membran 6 wiederum ab- 
gebaut werden. Die Membran 5 weist hiebei eine Dicke.auf, 
welche zwischen etwa 5 und 250 % der Starke der naher der 
Elektrode gelegenen Membran 4 betragt, so dafi sich unmittelbar 
ergibt, dafi die in der Zeichnung darges tell ten relativen Ab- 
messungen nicht mafistablich sind. 



Die der Elektrode 2 unmittelbar benachbarte semipermeable Mem- 
bran 3 dient hiebei im wesentlichen dazu, zu verhindern, dafi 
andere Molekule als Wasserstoffperoxid an die Oberflache der 
Elektrode gelangen und diese somit vergiften. Diese 
Wirkungsweise der Membran 3 ist hiebei in Fig. 2 durch den 
Pfeil 8 angedeutet, wobei der Pfeil 8 beispielsweise Aceta- 
minophen, Harnsaure od.dgl., darstellt. Diese Stoffe gelangen 
unverandert durch die Membranen 4, 5 und 6 und werden von der 
Membran 3 vor der Elektrode 2 zuruckgehalten, um eine Vergif- 
25 tung derselben zu verhindern. 

Die Membran 5, deren Starke in Abhangigkeit von den zu bestim- 
menden Stoffen und den weiteren Randbedingungen im Hinblick 
auf eine Optimierung des Signals gewahlt wird, kann beispiels- 

30 weise auch hydrophobe Eigenschaf ten aufweisen, so dafi die 
Diffusion von Sauerstoff weniger behindert wird als die Diffu- 
sion von Glucose, so dafi insgesamt im Bereich der Membran 4 
immer fur ein ausgewogenes Gleichgewicht zwischen Glucose und 
Sauerstoff gesorgt wird. um eine vollstandige Umsetzung der 

3 5 Glucose sicherzustellen. 



WO 94/10560 



- 9 - 



PCT/AT93/00168 



Anstelle von Katalase kann in der aufiersten Membran 6 auch 
Peroxidase oder eine porose leitfahige Membran vorgesehen 
sein, wobei in dieser Membran 6 jeweils sichergestellt sein 
mufi, dafi ein Abbau von Peroxid erfolgt. Bevor sie in einer po- 
rOsen leitf&higen Membran kann somit das Wasserstof fperoxid 
elektrisch durch katalytische Spaltung abgebaut werden. 
Insgesamt bewirkt die Membran 5 eine Verflachung des 
Gradienten far die Diffusion von Wasserstof fperoxid durch bzw. 
an die Katalasemembran, so dafi einerseits mehr Wasserstoff- 

10 peroxid an die Elektrode 2 gelangt. DarGberhinaus erfolgt, wie 
aus den obigen wichtigsten Reaktionsgleichungen unmittelbar 
ersichtlich, an der Elektrode eine Umsetzung von 100 % des 
Sauerstoffes, wAhrend durch die Umsetzung in der Katalase- 
membran nur 50 % des ursprOnglich vorhandenen Sauerstoffes 

15 wiederum nutzbar werden. 

Bei der Aus fOhrungs form gera&fi Fig. 3 sind die Bezugszeichen der 
vorangehenden Figuren beibehalten worden, wobei unmittelbar 
ersichtlich ist, daS bei dieser Aus ftthrungs form eine der 

20 Membran 5 gemafi dem Beispiel der Fig.l und 2 entsprechende 
Membran nicht vorgesehen ist. Auch bei diesem Sensor sind zwei 
voneinander verschiedene Enzyme enthaltende Membranen 4 und 6 
vorgesehen, wobei beispielsweise ebenfalls die zu Fig.l und 2 
erlauterten Reaktionen ablaufen kOnnen. Anstelle von Enzymen 

25 kann jedoch bei der Aus ffihrungs form gemafi Fig. 3 die Membran 4 
einen Reaktanten fur ein enzymatisches Umsetzungsprodukt 
enthalten, so dafi die Membran 4 als Speichermedium far eine zu 
messende GrOfie eingesetzt werden kann, wobei das Umset- 
zungsprodukt in der aufienliegenden Membran 6 entsteht. In 

3Q vorteilhaf ter Weise wird bei dieser Aus fOhrungs form zwischen 
den beiden oben erw&hnten Schichten eine Membran, welche zwar 
far das Umsetzungsprodukt der enzymatischen Reaktion auf der 
Substratseite permeabel, far das zu akkumulierende Reaktions- 
produkt des zweiten Reaktanten jedoch impermeabel ist, einge- 
setzt. 
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Eine wesentliche Verbesserung der Stabilitat der Enzyme bei 
der Herstellung der Membranen la£t sich dadurch erreichen, dafi 
die Losung, welche die Membranenvorstufe darstellt. und das 
5 Enzym enthalt, abgesehen von Wasser und dem Enzym uberwiegend 
polymere Komponenten- enthalt . Vorzugsweise sind die Membranen- 
bildner in einer Mischung aus Wasser und Polyethylenglycol ge- 
lost und das Enzym darinnen ebenfalls gelost bzw. dispergiert. 

10 Bel dSr Ausfuhrun 9 sform 9e*aS Fig. 4 sind die Bezugszeichen der 
vorangegangenen Figuren beibehalten worden, wobei ersichtlich 
ist, daS bei dieser spezifischen Ausfuhrungsforra eine der 
semipermeablen Membran 3 entsprechende Membran zur Abdeckung 
der Elektrode 2 nicht vorgesehen ist. Die in dieser 
spezifischen Aus fuhrungs form vorgesehene Membran 5 ist fur 
Gase wie 02 und H2O2 permeabel nicht jedoch far die Reaktanten 
und stellt somit in bezug auf die Reaktanten eine Sperrschicht 
zwischen den Membranen 4 und 6 dar. Bei dieser spezifischen 
AusfOhrungsform wird in der Membran 4 eine Akkumulation der 
Umsetzungsprodukte erreicht und in der Membran 6 sind Reak- 
tanten fur die Umsetzungsprodukte enthalten. Eine derartige 
Ausbildung ist besonders vorteilhaft far die Bestimmung von 
Antigen/Antikorperreaktionen, wobei die Enzymaktivitat in der 
Enzyme enthaltenden Membran durch geeignete Immobilisierung 
unter Verwendung von Antigen/AntikOrperreaktionen den Anti- 
25 genen oder AntikOrpern proportional gefuhrt wird. 

Fig. 5, welche eine spezifische Ausfuhrungsform darstellt, 
weist eine nicht einheitliche Membran 5 auf. Die Membran 5 
besteht hiebei aus einer hydrophoben siebartig ausgebildeten 

30 Membran 9, welche lediglich fur Gase durchlassig ist. in die 
Offnungen der siebartigen Membran 9 sind bei dieser Aus- 
bildungsform Pfropfen 10 eingesetzt, welche insbesondere aus 
Polyhydroxyethylmethaacrylat bestehen und welche Pfropfen so- 
wohl fur Gase als auch fur Glucose durchlassig sind. Die wei- 

35 teren Bezugszeichen der Fig. 5 wurden wie in der Fig.l gewahlt. 
Durch den kanalisierten Durchtritt der zu bestimmenden Sub- 
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stanzen in die Enzyme enthaltenden Membran wird die Umsetzung 
aber lange Zeit vergleichmaBigt. 

FQr die nachfolgenden AusfOhrungsbeispiele werden folgende 
Substanzen verwendet: 
Precursor 1: 

19% Hydroxy e thy Imethacrylat 

19% Poly-Hydroxye thy Imethacrylat 

1% Tetraethylenglycolmethacrylat 

1% w.w'-Dimethoxy w-Phenylacetophenon 

30% Poly ethylengly col 

30% Wasser 



Precursor 2: 
15 96% Precursor 1 und 4% Glukoseoxidase 

Precursor 3: 

98% Precursor 1 und 2% Lakat at oxidase 

20 Precursor 4: 

98% Precursor 1 und 2% Katalase 

Precursor 5: 

96% Precursor 1 und 2% Glutamatoxidase und 2% Glutaminase 

25 

Precursor 6: 

96% Precursor 1 und 2% Glutamatoxidase und 2% Catalase 
Precursor 7 : 

30 49% PS851 (Poly (Dimethyl- 2-3% Methyl Methacryloxypropyl 
Siloxan); Petrarch), 1% w.w'-Dimethoxy w-Phenylacetophenon und 
50% Toluol 



35 



Precursor 8: 
5% Gelatin 

15% Silikondispersion SLM (Wacker) 
80% Wasser 



WO 94/10560 



- 12 - 



PCT/AT93/00168 



10 



15 



Precursor 9: 

98% Precursor 8 und 2% Glukoseoxidase 
Precursor 10: 

99% Precursor 8 und 1% Katalase 
Precursor 11: 

98% Precursor 1 und 2% Meerretichperoxidase 
Precursor 12: 

99.8% Precursor 1 und 0,2% Methacrylsaure g-Aminopropylester 

BfiiSBifiJ 1; TTIf Pari erter Cniimsp/T.aVrah Spngn-r ffl r (ten in-tr-iy^ 



Als elektrochemischer Transducer ward eine flexible Elektro- 
denstruktur verwendet welche in Urban G. , Jobst G. f Keplinger 
F., Aschauer E. , Jachimowicz A., Kohl F. (1992); Biosensors & 

20 Bioelectronic 7:733-739 beschrieben ist und zwei Platin-Ar- 
beitselektroden mit einer Flache von 0,4 mm2 we lche mit einer 
elektropolymerisierten permselektiven Schicht versehen sind, 
einer Platin-Gegenelektrode und einer Silber/Silberchlorid 
Quasireferenzelektrode enthalt, welche auf einer flexiblen 

25 Polymerfolie vorliegen und mit einem photos trukturierbaren 
Polyiniidisolationslack isoliert sind. 

Der wafer, welcher eine Vielzahl oben beschriebener Elektro- 
denstrukturen enthalt, wird mit Precursor 2 mifctels eines 

3Q Schleuderverfahren beschichtet. Durch eine Photomaske werden 
mittels eines Maskenjustiergerates jene Arbeitselektroden mit 
ultraviolettem Licht eine Minute lang bestrahlt welche als 
Glukoseelektroden ausgebildet werden sollen. Durch diesen Pro- 
zeS bildet sich ein unlOsliches polymeres Netzwerk aus, wel- 

3s ches die enthaltenen Enzyme physikalisch einschlieSt . Die 
nicht belichteten und damit nicht vernetzten Teile des 
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Precursors werden in einer Mischung aus Polyethylengly- 
col/Wasser 1:1 mit Ultraschalluntersttltzung wieder weggelOst. 

f* 

Der beschriebene Vorgang wird mit Precursor 3 unter Verwendung 
einer Photomaske weiche die Ausformung der Laktatoxidase- 
membran auf der zweiten Arbeitselektrode erlaubt wiederholt. 



Unter Verwendung von Precursor 1 und Wiederholung des be- 
schriebenen Vorgangs unter Verwendung einer Photomaske weiche 
die Ausformung von Membranen auf den zwei bereits bestehenden 
Enzymmembranen erlaubt, wird die, einen Abstand einstellende, 
Membran erzeugt. 

Die Katalasemembran wird nach selbigem Verfahren unter Ver- 
wendung von Precursor 4 hergestellt und bedeckt den gesamten 
Multisensor. 

Durch Variation der Umdrehungszahl beim Schleuderbeschichten 
lassen sich in einfacher Weise die Schichtdicken der Membranen 
steuern weiche im beschriebenen Beispiel 4 fim far die Glu- 
koseoxidasemembran, 6 Jim fur die Laktatoxidasemembran, 6 ^im 
fur die Zwischenmembran und 6 \im far die Katalasemembran be- 
tragen. 



25 Beispiel 2; Glutaraatunabhanaiaer Glutaminsensor 

Als elektrochemischer Transducer findet eine mit einer 

permselektiven Schicht versehene Platinarbeitselektrode mit 

einer Fiache von 0,96 mm2 Verwendung weiche zusammen mit einer 

Platingegenelektrode und einer Silber/Silberchlorid Quasirefe- 
30 \ 
renzelektrode mittels dannschichttechnologischer Verfahren auf 

Siliziumwafern hergestellt wird. 



Auf die Arbeitselektroden des Wafers, welcher eine Vielzahl 
oben beschriebener Elektrodenstrukturen enthait, werden mit- 
tels einer coraputergesteuerten Nanoliterdosiereinrichtung und 
einem computergesteuerten X-Y Tisch welcher die Dosiereinrich- 
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tung uber die einzelnen Arbeitselektroden positioniert . 80 nl 
Precursor 5 aufgebracht und anschlieSend der ganze Wafer ul- 
traviolettem Licht ausgesetzt. Nach dem Herauslosen nicht 
vernetzten Precursormaterials mit einer Mischung von 
Polyethylenglycol/Wasser 1:1 verbleibt eine Enzymmembran mit 
einer Schichtdicke von 8 fim. Dieser ProzeE wird mit 40 nl Pre- 
cursor 1 und 40nl Precursor 6 wiederholt welches zur Ausbil- 
dung der gewOnschten Zwischenschicht mit einer Dicke von 4 \m 
und zur Ausbildung der gewOnschten Glutamat und Wasserperoxid 
zerstorenden Membran mit einer Dicke von 4 ym fuhrt. 

Die Sensoren gemafi diesem Ausfuhrungsbeispiel zeigen . die 
erwunschte Selektivitat gegen Glutamin auch in Beisein von 
Glutamat, wodurch keine gleichzeitige Glutamatbestimmung not- 
wendig ist, urn zur korrekten Glutaminkonzentration zu ge- 
langen. 

20 Als elektrochemischer Transducer findet eine mittels konven- 
tioneller Siebdrucktechnologie hergestellte Elektrodenanord- 
nung Verwendung, welche Arbeitselektroden aus einer Mischung 
von Graphitpaste mit Meerretichperoxidase und Bindemittel und 
Silberchloridgegenelektroden aufweist. Auf die Arbeitselek- 

25 troden wird mittels Siebdruckverfahren der thixotrope Pre- 
cursor 9 aufgebracht und bei Raumtemperatur getrocknet. In 
gleicher Weise werden die Zwischenmembran aus Precursor 8 und 
die Katalasemembran aus Precursor 10 hergestellt. 



15 



30 



Bei Sensoren geraaS diesem Ausfuhrungsbeispiel wird das 
elektrische Signal nicht durch Oxidation von Wasserstoff- 
peroxid gewonnen sondern durch Reduktion des der Graphitelek- 
trode anhaftenden Enzyms Merretichperoxidase welche ihrerseits 
von Wasserstoffperoxid oxidiert wird. 
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Bfiisnifil 4; ftffinitatssensor mit ZwischenprgdyKtakkumulatiQii 

Als elektrochemischer Transducer f indet die in Beispiel 2 be- 
schriebene Elektrodenstruktur Verwendung. Uber der Arbeits- 

5 elektrode, welche in diesem Fall keine permselektive Membran 

aufweist, wird gemaB dem in Beispiel 1 beschriebenen Verfahren 
unter Verwendung von Precursor 11 eine 3 ^im dicke Meerretich- 
peroxidase-Membran ausgebildet. Diese Membran wird mit einer 
l%igen wafirigen LOsung von 2 , 5-Dihydroxy Benzoesaure getrankt 

10 un d ihrerseits mit einer 2 \im dicken gaspermeablen Membran 
welche aus Precursor 7 erzeugt wird bedeckt. Unter Verwendung 
von Precursor 12 wird nach selbigem Verfahren Ober der gas- 
permeablen Membran eine dritte ca. 0,5 \tm dicke Membran 
ausgebildet an deren primare Aminogruppen mittels Glutardial- 

15 dehydkopplung der gewunschte Antikdrper oder Antigen gebuhden 
wird. Die enzymatische Aktivitat dieser Membrane bildet sich 
erst im Laufe des Af f initatstests aus, welcher als klassischer 
"Sandwich" Test mit Glukoseoxidase als Markerenzym ausgefiihrt 
ist. 

20 

] -Anti Hasen IgG <-> Hasen IgG <-> Anti-Hasen IgG--GOD 
Konjugat 



Bei Sensoren gemaS diesem Ausfahrungsbeispiel wird das elek- 
trische Signal durch Reduktion der p-Benzochinoncarbonsaure, 
welche ihrerseits durch Wasserstof fperoxid unter der kata- 
lytischen Wirkung von Merretichperoxidase oxidiert wird, er- 
halten. 

Vorteilhaft an der beschriebenen Anordnung ist die MOglichkeit 
das entstehende oxidierte Zwischenprodukt zu akkumulieren in- 
dem die verwendete Arbeitselektrode stromlos gehalten wird. 
Nach Verstreichen einer - gewissen Zeitdauer, mittels welcher 
auf einfachste Weise die Empfindlichkeit des Sensors gesteuert 
werden kann, wird eine entsprechend kathodische Polarisations- 
spannung an die Arbeitselektrode angelegt und damit das Chinon 
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reduziert, wobei gleichzeitig das MeSsignal gewonnen wird und 
der Sensor in seinen Ausgangszustand zurtickkehrt . 



10 



15 
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Patentansprache : 

1« Sensor zur Erfassung von biologisch, insbesondere enzyma- 
tisch, umsetzbaren Substanzen eines biologischen Substrates 
mit einer Elektrode und wenigstens einer die Elektrode ab- 
deckenden, .mehrschichtigen Membran, dadurch gekennzeichnet, 
daS wenigstens drei Membranen (3,4,5,6) vorgesehen sind, von 
welchen wenigstens zwei jeweils wenigstens ein Enzym far die 
Umsetzung der zu bestimmenden biologischen Substanz und/oder 

10 

exnen Reaktanten far ein Umsetzungsprodukt der enzymatischen 
Umsetzung enthalten und daS wenigstens eine weitere Membran 

(3.5) far die Einstellung eines Abstandes zwischen den vorge- 
nannten Membranen (4,6) und/oder in an sich bekannter Weise 
als permselektive Membran angeordnet ist. 

15 

2. Sensor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi als En- 
zyme eine Oxidase oder Peroxidase, insbesondere Glucoseoxidase 
Oder Lactatoxidase, eingesetzt wird. . 

20 3. Sensor nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, da£ eine 
Katalase enthaltende Membran (6) in grofierem Abstand von der 
Elektrode angeordnet ist als eine Oxidase enthaltende Membran 
(4). 

25 4. Sensor nach Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die den Abstand zwischen den Enzyme enthaltenden Membrane 

(4.6) bestimmende weitere Membran (5) etwa 5 bis 250 %, vor- 
zugsweise 50 bis 150 % der Starke der naher der Elektrode (2) 
gelegenen ein Enzym tragenden Membran (4) betragt. 

30 

5. Sensor nach einem der Ansprache 1 bis 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die Elektrode (2) von einer semipermeablen Mem- 
brane (3) mit einer Ausschlufigrenze zwischen 50 und 150 Dalton 
abgedeckt ist. 

35 

6. Sensor nach einem der Ansprache 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die den Abstand zwischen den Enzyme tragenden 
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Membranen (4,6) bestimmende Membran (5) aus Hydrogelen be- 
steht. 

r" 

7. Sensor nach einem der Ansprache 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die Enzyme tragenden Membranen (4 f 6) aus radika- 
lisch vernetzten Polymeren, insbesondere aus photovernetzten 
Polymeren bestehen. 

^ 8. Sensor nach einem der Ansprache 1 bis 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi zwischen einer ein Enzym enthaltenden Membran 
(6) und der Elektrode (2) wenigstens eine einen Reaktanten for 
ein enzymatisches Umsetzungsprodukt enthaltende Membran (4) 
angeordnet ist, wobei die Reaktion zwischen den genannten 
Reakanten und dem enzymatischen Umsetzungsprodukt elektrisch 

15 reversierbar sein raufi. 

9 • Sensor nach einem der Ansprache 1 bis 8 , dadurch gekenn- 
zeichnet, dag die Elektrode (2) zur anodischen Umsetzung von 
H2O2 in 02 unter Ableitung von Elektronen ausgebildet ist. 

20 

10. Sensor nach einem der Ansprache 1 bis 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS die aufienliegende. Enzyme, insbesondere Kata- 
lase, enthaltende Membran (6) far die hchermolekularen Urn-- 
setzungsprodukte einer innenliegenden, Enzyme tragenden Mem- 
25 bran (4), insbesondere Gluconolacton Oder Pyruvat, perroeabel 
ist. 
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crfindcnschcr Tangkdt bcruhend bctrachtet werden 

*Y* VerdfTentlichung von besonderer Bcdeutung: die bcanspruch 
kann nicht als auf crfindcnschcr Tatigkdt bcruhend bctrachtet 
werden, wenn die Verofientlichung nut dncr odcr mchrcren andcrcn 
Veroffenui chungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbi ndung fur dnen Facnmann naheliegend ist 

'&* VeroCfentlichung, die Mitglied dersdben PatcntfamiUc ist 
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